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a.a. : Amino acid 
Alp : Alkaline phosphatase 
Amp : Ampicillin 
Atf4 : Activating transcription factor 4 
Bmp : Bone Morphogenetic Protein 
Bsp : Bone sialo-protein 
CBFβ: Core-Binding Factor Subunit Beta 
ChIP: Chromatin immunoprecipitation 
Col1A1 : Collagen Type I Alpha 1 Chain 
CP : Collagen peptide 
DTT : Dithiothreitol 
EDTA : Ethylenediainetetraacetic Acid 
F : Forward 
FITC : Fluorescein isothiocyanate 
Fox : Forkhead box 
Forkhead box c2 : Foxc2 
Foxg1 : Forkhead box g1 
Foxo1 : Forkhead box o1 
G4B : Glutathione Sepharose 4B 
GST : Glutathione S-transferase 
Histidine: His 
Hyp : Hydoroxyproline 
Hyp-Gly : Hydoroxyproline – Glycine 
INBA : Inhibin, beta A 
IP : Immunoprecipitation 
IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
LB broth : Lactose Bouillon broth 
MMP : Matrix metalloproteinase  
MT : Mutation 
NLS : Nuclear localization domain 
Nt : nucleotide 
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OD : Optical density 
Opn : Osteopontin 
Osx : Osteoblast-specific transcription factor 
Pro : Proline 
PBS : Phosphate buffered saline 
Pro-Hyp : Prolyl - Hydoroxyproline 
Pro-Hyp-Gly : Prolyl - Hydoroxyproline - Glycine 
PVDF : PolyVinylidene DiFluoride 
QOL : Quality of life 
R : Reverse 
Runx2 : Runt-related Transcription Factor 2 
SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
SERM : Selective estrogen receptor modulator 
siRNA : Small interfering RNA 
Slc15a : Solute Carrier 15a 
s POT : Proton-dependent oligopeptide transporter 
Smad 3: Small Phenotype Mothers Against Decapentaplegic 3 
Smad 4: Small Phenotype Mothers Against Decapentaplegic 4 
TBS : Tris Buffered Saline  
TBS-T : Tris Buffered Saline with Tween 20 
TLC : Thin Layer Chromatography 














健康寿命は 74.21 歳、男性の健康寿命は 71.19 歳である。一方で平均寿命は、女
性は 86.61 歳、男性は 80.21 歳であることが報告されている。平均寿命と健康寿













ドロキシアパタイトを分解する酸 (H+) と、骨基質タンパク質を分解する Matrix 
metalloproteinase (MMP) やカテプシン K などのプロテアーゼを分泌する 4)。こ
れらの酸 (H+) や MMP-1, MMP -13 のコラーゲン分解酵素により、骨基質タンパ
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ク質が分解されることで体内においてコラーゲンペプチド (CP) は産生される 5, 
6)。したがって、骨代謝は血中に排出された CP を測定することで評価すること
ができる。骨代謝の評価に用いられる CP にはⅠ型コラーゲン N-テロペプチド
(NTX)7)や血液中のⅠ型プロコラーゲン-N-プロペプチド (P1NP)8)がある。NTXは
N 末端側のⅠ型コラーゲンの分解物で血中や尿中で検出される骨吸収マーカで
ある。P1NP は、I 型プロコラーゲンから I 型コラーゲンが生成される際に N 末
端側 I 型プロコラーゲンが切断された際に、産生されるポリペプチドである。
P1NP は早期の骨形成の評価に用いられる。また近年では、コラーゲン由来ジペ
プチドの主成分である Prolyl Hydroxyproline (Pro-Hyp) が血清や尿から検出され
ており、骨代謝マーカーとして有用であると考えられている 9, 10)。 
骨形成と骨吸収の平衡関係は、骨形成に携わる骨芽細胞と骨吸収に携わる破
骨細胞との間の機能的共役 (カップリング) の上に成り立っている。機能的共役
は、骨吸収を調節する PTH (parathyroid hormone) や、骨形成を調節する IGF 



























 本研究では、骨格系疾患に対して予防・改善効果を示す CP に着目した。ヒト
介入試験において、CP を経口摂取することで骨組織において骨密度改善 16)や変
形性膝関節症患者の症状軽減効果 17)が示されている。さらに、骨格系以外にも
皮膚の水分量維持 18)、動脈硬化予防作用 19)、褥瘡改善効果 20)など様々な器官に
対して CP が有用であることが報告されている。CP は機能性食品として利用さ
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れている 21, 22)。現在 CP を用いた機能性表示食品は Wellnex 肌。(ウェルネック
ス はだまる) (ニッタバイオラボ株式会社) や天使の健康 おいしいコラーゲン
ドリンク (森永製菓株式会社) が販売されている。しかし、現在のところ CP が
骨代謝に寄与することを示した機能性表示食品は現在存在しない。 
  CP は、3 重らせん構造を形成する繊維状タンパク質のコラーゲンを加水分
解することで生成される 23)。工業的には、豚皮や魚の鱗に多く含まれているコ
ラーゲンを、熱水抽出し精製したものを酵素で分解することで生成される 24)。
ヒトⅠ型コラーゲンは、[Glycine (Gly) -X-Y] の繰り返し配列が 360 units 存在す
る 25)。X には Proline (Pro) 、Y には Hydroxyproline (Hyp) が当てはまることが多
く、コラーゲンの一次構造の中に含まれる Pro-Hyp、Hyp-Gly の配列の多さは顕
著である。360 units 中 Pro-Hyp 配列は、49 units また、Hyp-Gly 配列は 127 units 
存在する。この Hyp を含むペプチド結合はプロテアーゼで切断されにくい 26)。 
サプリメントや食事から摂取した CP は消化・吸収され、様々なペプチドとな
り、血中に検出される 27)。Hyp は分量が小さいことからペプチド内において Hyp
は他のアミノ酸に隠れる構造をとるため、タンパク質分解酵素が作用しにくい。
したがって、Pro-Hyp や Hyp-Gly の Hyp を含むジペプチドは、血中に検出され
ることが確認されている 28)。特に Pro-Hyp は CP を摂取した際に (0.385 g/kg 体
重) ヒト血中に数百 µM オーダー (C max = 0.06 ± 0.005 mM) と高濃度で検出さ
れる 29)。これらの Pro-Hyp と Hyp-Gly は生理活性機能を有する活性型 CP であ
ることが報告されている 30, 31)。このように、サプリメントや食事由来から摂取
した CP を外因性 CP と呼ぶ。一方、骨組織で破骨細胞によりコラーゲンが分解
されることにより産生される CP を内因性 CP という。このように、CP は外因
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性 CP と内因性 CP に分類される特徴的なペプチドである。本研究では、活性型
CP である Pro-Hyp の骨芽細胞分化誘導作用 32)に着目した。 
骨芽細胞の分化は、多数の転写調節因子により制御されている 33)。中でも Runt-
related transcription factor 2 (Runx2) は、骨芽細胞分化の指標となる遺伝子の
Alkaline phosphatase (Alp), Collagen Type I,α1 chain, オステオカルシンの発現を
制御する骨形成のマスター遺伝子として知られている 34, 35)。Runx2 の発現は、
2 つの異なるプロモーターによって制御されている。遠位の P1 プロモーターは
II 型 Runx2 (MASNS 型、Runx2 p57/P1) を産生し、近位の P2 プロモーターは I
型 (MRIPV 型、Runx2 p56/P2) を産生する 36-39)。I型 Runx2 は主に T 細胞に発現
するが、II 型 Runx2 は骨特異的に発現する 40)。したがって、本研究では II 型
Runx2 の発現を制御機構に着目した。II 型 Runx2 は Runx2 P1 プロモーターへ結
合し転写を抑制するオートレギュレーション機構が存在する 41)。また、骨形成
ホメオドメインや Hox タンパク質により Runx2 P1 プロモーターの活性が誘導
されることで II型Runx2の発現は厳密に制御されている 42, 43)。近年の研究では、
Runx2 と Core-Binding Factor Subunit Beta (CBFβ) の相互作用を小分子の 2-
Pyridyl benzimidazole AI-4-57 が抑制することで、Runx2 と Inhibin, beta A (INHBA) 
および MMP1 プロモーターの結合を阻害することで標的遺伝子の転写を抑制す
ることが報告されている 44)。 
そのほかの骨芽細胞分化調節因子として Forkhead box o1 (Foxo1) が知られて
いる 45-47)。Foxo1 は、Forkhead ファミリーに属する転写調節因子である 48)。Foxo1 
(残基 360-456アミノ酸)は Runx2 (残基 242-258アミノ酸)と結合する。その結果、
Foxo1 はオステオカルシンプロモーターから Runx2 を解離させ、オステオカル
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シンの転写を抑制することが報告されている 49)。さらに、小分子の N-Heterocycle
を有する合成化合物は Foxo1 による glucose -6-phosphatase の mRNA 発現誘導を
抑制し、糖代謝制御を阻害することが報告されている 50)。また、Forkhead ファ
ミリーに属する Forkhead box c2 (Foxc2) も骨芽細胞分化を促進することが報告
されている 51)。 
Pro-Hyp が骨芽細胞分化を誘導するメカニズムとして、君羅らは、Pro-Hyp が
Runx2 や Osterix (Osx) の遺伝子発現を誘導し、骨芽細胞分化の指標である Alp
を活性化することを報告している 32)。そして、谷内らは骨芽細胞粗抽出液から
Pro-Hyp 結合因子を網羅的に探索した結果、転写調節因子である Forkhead box g1 
(Foxg1) を同定した 52)。骨芽細胞内の Foxg1 の発現を Foxg1 siRNA を用いて抑
制すると、Pro-Hyp による Runx2 さらに、Osx 遺伝子の発現誘導が見られなくな
り、骨芽細胞分化も誘導されなかった。以上の結果から、Foxg1 は骨芽細胞分化
誘導因子であると報告した 53)。Foxg1 は Forkhead ファミリーに属する転写調節
因子として知られている 54)。マウス Foxg1 の残基 172-263 アミノ酸は、DNA が
結合する領域であることが報告されている 55)。また、Foxg1 は神経細胞の分化抑
制 56) や、大脳皮質の形成 57, 58)、内耳形成 59) などの正常な器官の形成や発達に、
Foxg1 の発現が必須であることが報告されている。このように Foxg1 は様々な
器官の形成に必要な転写調節因子であることが知られているが、前述した報告
以外に Foxg1 が骨芽細胞分化に関与する報告はない。 
また、Foxg1 は Foxo1 と複合体を形成することで Cdkn1a や p21Cip1 の転写活
性を制御することが報告されている 60, 61)。Foxg1 と Foxo1 を含む Fox 転写調節
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因子は、Fox コア配列である 5'-(A/C)AA(C/T)A-3'の配列を認識し、DNA へ結合
することが報告されている 62,63)。 
以上の報告から Foxo1-Runx2 および Foxg1-Foxo1 の複合体の形成は転写制御
を行う上で重要であることが分かる。しかし、Foxg1 と Runx2 が複合体を形成
するかは明らかになっていない。Foxg1 は Runx2 と複合体を形成し、この複合




Hyp の細胞内取り込み機構と Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1 および Runx2 の骨芽細胞
内局在に与える影響について検討した。第二章では、Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1 お
よび Runx2 タンパク質相互作用に与える影響を明らかにすることを目的とした。
最後に、第三章では Runx2 P1 プロモーターにおける Pro-Hyp レスポンスエレメ
ントの探索を行った。そして Pro-Hyp 依存的に Pro-Hyp レスポンスエレメント
に結合する転写調節因子の同定を行うことで、Pro-Hyp による分子レベルの
Runx2 転写活性化機構を解明に行った (Fig. 1)。 
 13 
 
Figure1. Schematic representation of the purpose in this study. 








Analysis of the cellular incorporates mechanism of Pro-Hyp and the effect of 
















Elucidation of the mechanism of transcriptional activity of the Runx2 P1 




第1章 Pro-Hyp の骨芽細胞への取り込み機構の解析と Pro-Hyp が Foxg1, 




ター遺伝子である Runx2 の発現誘導に Foxg1 の発現が必須であることを報告し




ペプチドトランスポーターである Solute Carrier 15a (Slc15a) は、Proton-
dependent oligopeptide transporter (s POT) ファミリーともよばれ、4 種類のメンバ
ーとして Slc15a1 (PEPT1)，Slc15a2 (PEPT2)，Slc15a3 (PEPT3, PHT2)，および
Slc15a4 (PEPT4, PHT1) が含まれる。Slc15a ファミリーは共通してジペプチドと
トリペプチドを輸送する 65)。そして、Histidine peptide transporter である Slc15a3
および Slc15a4 は、ヒスチジンのようなアミノ酸輸送能も有する。特に Slc15a4
は、酸 (H+) を共役イオンとして、Histidine (His)、カルノシン (β-Ala- His)、お
よび特定のオリゴペプチドを細胞質へと輸送することが報告されている 66)。一
方で、Slc15a1 や Slc15a2 はアミノ酸を一切輸送しない。 
Pro-Hyp を添加した骨芽細胞のセルライセートを LC/MS を用いて分析したと
ころ、Pro-Hyp は骨芽細胞に取り込まれることが明らかとなっている 67)。しか
し、Pro-Hyp の取り込み機構や、骨芽細胞内における Pro-Hyp の分布は不明であ
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る。小腸上皮細胞において、Pro-Hyp は Slc15a1 を介して細胞内に取り込まれる
ことが報告されている 68)。また、活性型 CP の Hyp-Gly は Slc15a4 を介して筋芽
細胞内に取り込まれることが報告されている 69)。そしてケラチノサイトに発現
する Slc15a2 はオリゴペプチドの取り込みに関与することが報告されている 70)。
これらの報告から活性型 CP である Pro-Hyp は Slc15a ファミリーを介し骨芽細
胞内に取り込まれると予想した。 
第一節の実験では、Fluorescein isothiocyanate (FITC) を Pro-Hyp に標識した、
FITC-Pro-Hyp を骨芽細胞に添加し、骨芽細胞内での FITC-Pro-Hyp の局在を検討
した。次に、Pro-Hyp は Slc15a ファミリーのいずれかを介して骨芽細胞内に取
り込まれていると推測したことから、骨芽細胞内に発現する Slc15a ファミリー
の mRNA 発現を RT-PCR を用いて確認した。次に Pro-Hyp の取り込みに関与す
ると想定された、Slc15a4 の阻害剤であるヒスチジン 70) を FITC-Pro-Hyp と同時
に骨芽細胞に添加し、FITC-Pro-Hyp の骨芽細胞への取り込みが阻害されるか観




Foxg1, Foxo1 および Runx2 の骨芽細胞内局在に与える影響を明らかにした。 
第三節では、FITC-Pro-Hyp 添加時において FITC-Pro-Hyp と Foxg1 の骨芽細胞
内局在が一致したことから、Pro-HypはFoxg1に結合すると推測された。そこで、
(Pro-Hyp-Gly)5 連結磁気ビーズと Foxg1 リコンビナントタンパク質を用いて
Binding assay を行った。さらに Pro-Hyp と Foxg1 の結合の特異性を明らかにす
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るため、大量の非標識 Pro-Hyp を添加し、Competition assay を行った。Foxg1 と
同族の Foxo1 も同様に Competition assayを行った。最後に、Pro-Hyp が結合した
Foxg1 の立体構造の変化を Protease digest assay を用いて確認した。 
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第１節 骨芽細胞における Pro-Hyp の取り込みの検討 
  骨芽細胞内での Pro-Hyp の局在を明らかにするため、核酸や抗体やタンパ
ク質などの蛍光ラベルに汎用される FITC を Pro-Hyp にラベルした FITC-Pro-
Hyp を作製した。作製した FITC-Pro-Hyp 10 µM を骨芽細胞様細胞株である
MC3T3-E1 に添加し観察した。また、コントロールとしてフルオレセインナト
リウムであるウラニンを MC3T3-E1 に添加した。FITC-Pro-Hyp 及びウラニンは
いずれも緑色蛍光を発する。核は赤色蛍光を発する Propidium iodide (PI) で染
色した。 
蛍光染色像を Fig. 2 に示す。すべての染色像において赤色蛍光で示された核
が同程度の数存在することが確認できた。したがって、各染色像の細胞数がお
およそ一致していることが確認された。FITC-Pro-Hyp を MC3T3-E1 に添加した





骨芽細胞内の細胞質と核内に FITC-Pro-Hyp が存在することを明らかにした。 
次に、Pro-Hyp の骨芽細胞への取り込み機構を調べるために、MC3T3-E1 にお
けるペプチドトランスポーター遺伝子である Slc15a ファミリーの 1 から 4 の
mRNA 発現を RT-PCR 法で測定した。結果を Fig. 3A に示す。MC3T3-E1 では、
Slc15a4 mRNA のみ増幅された。この結果から、ペプチドトランスポーターの
Slc15a4 を介して Pro-Hyp は骨芽細胞内に取り込まれていると予想した。 
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そこで、Slc15a4 の阻害剤であるヒスチジン 50 mM およびコントロールのアミ
ノ酸としてグリシン 50 mM を FITC-Pro-Hyp 10 µM と同時に添加した。Slc15a4
の阻害剤であるヒスチジンを FITC-Pro-Hyp と同時添加した場合は、MC3T3-E1
内において緑色蛍光は観察されなかった。一方、グリシンと FITC-Pro-Hyp を
添加した場合は MC3T3-E1 内において緑の蛍光が観察され MC3T3-E1 の細胞全
体に FITC-Pro-Hyp は存在していた。 
最後に、MC3T3-E1 内の Slc15a4 をノックダウンし、MC3T3-E1 に FITC-Pro-
Hyp を添加した。ウエスタンブロッティングを用いて Slc15a4 がノックダウン
されたことを確認した (Fig. 3B)。結果、MC3T3-E1 でコントロールノックダウ
ン処理を施した MC3T3-E1 において、FITC-Pro-Hyp の緑色蛍光は骨芽細胞内で
観察されたが、Slc15a4 ノックダウンでは FITC-Pro-Hyp の緑色蛍光は観察され






Figure 2. Pro-Hyp is incorporated into osteoblastic cell. 
MC3T3-E1 cells were treated with Uranine (green) as a control (upper panel) or 
fluorescein isothiocyanate-labeled Pro-Hyp (green) (lower panel) for 48 hr with or 
without Pro-Hyp. After incubation, cells were stained with propidium iodide (PI) (red), 
and representative images are shown. Images were captured using a fluorescent 





Figure 3. Pro-Hyp is incorporated into osteoblastic cell via Slc15a4. 
(A) We confirmed the Slc15 family as peptide transporter mRNA expression of 
osteoblastic cell using a reverse transcriptase polymerase chain reaction. (B) Slc15a4 was 
knocked down in MC3T3-E1 cells, which were then cultured for 3 days. After incubation, 
cell lysates were collected and expression levels of Slc15a4 was analyzed via western 
blotting. (C) MC3T3-E1 cells were treated with Uranine as a control (upper panel) or 
fluorescein isothiocyanate-labeled Pro-Hyp (lower panel) for 48 hr with or without 
glycine, or histidine. After incubation, cells were stained with propidium iodide (PI), and 
representative images are shown. Images were captured using a KEYENCE fluorescent 
























第２節 Pro-Hyp 添加による Foxg1, Foxo1, Runx2 の細胞内局在の評価 
次に、骨芽細胞に取り込まれた Pro-Hyp が Foxg1、Foxo1、Runx2 の骨芽細胞内
局在へ影響を与えるか免疫細胞染色を用いて調べた。 
Pro-Hyp 非存在下では、Runx2 は細胞内に全体的に分布していた。Pro-Hyp の存
在下では、Runx2 は主に細胞質で検出された (Fig. 4A)。Pro-Hyp 非存在下では、
Foxg1 は主に細胞質で検出された。Pro-Hyp の存在下では、Foxg1 は主に核内で
検出された (Fig. 4B)。また、Pro-Hyp より Foxo1 全体に存在し細胞内局在は変
化しなかった (Fig. 4C)。 
Fig. A-C の画像を ImageJ を用いて数値化した (Fig. 4D)。Pro-Hyp 非存在下で
は、検出された Runx2, Foxg1, Foxo1 は、それぞれ 61.2%, 90%,74.5%が細胞質に
局在していた。Pro-Hyp を添加することにより細胞質の Runx2 の細胞質局在は
91.1%に増加したことから、Pro-Hyp 添加により Runx2 の核内局在は減少する
ことが明らかとなった。Foxg1 細胞質局在は 4.6%に減少し、検出した Foxg1 の
95.4%が核内で検出された。Pro-Hyp 添加により Foxg1 の核内局在は増加するこ





Figure 4. Pro-Hyp promotes the translocation of Foxg1, Foxo1 and Runx2 in 
osteoblastic cell. 
Immunocyte fluorescence staining of Runx2 (A), Foxg1 (B), and Foxo1 (C) in 
osteoblastic cell treated with or without Pro-Hyp. The immunolabeling was done with 
anti-Runx2 (green), anti-Foxg1 (green), anti-Foxo1 (green), and the nuclei were stained 
with propidium iodide (PI) (red) and represented and representative images are shown. 
Scale bar, 50 µm. The data are representative of 3 independent experiments. (D) 
Quantification of images. The rate of fluorescence intensity of transcription factor which 























a-Runx2 – 61.2 38.8
+ 91.1 8.9
a-Foxg1 – 90.9 9.1
+ 4.6 95.4
a-Foxo1 – 74.5 25.5
+ 78.7 21.3
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第３節 Pro-Hyp と Foxg1, Foxo1 の結合試験 
 FITC-Pro-Hyp は Slc15a4 を介し骨芽細胞の核内と細胞質に存在した。Pro-Hyp
を添加することで Foxg1 は細胞質から核内に移行し、FITC-Pro-Hyp と同様に核
内に局在することから、Pro-Hyp は Foxg1 に結合すると推測した。そこで Pro-
Hyp は Foxg1 に結合するかを明らかにするため、Ligand binding assay を行った。 
Foxg1 は(Pro-Hyp-Gly)5 連結磁気ビーズに結合した (Fig. 5A lane 2)。Foxg1 と
(Pro-Hyp-Gly)5 連結磁気ビーズの結合は、Pro-Hyp の添加により濃度に依存して
解離した (Fig.5 A lanes 2-4)。 
Foxg1 と同族の Foxo1 も同様に Ligand binding assay を行った。Foxo1 と (Pro-
Hyp-Gly)5連結磁気ビーズは結合した (Fig. 5B lane 6)。Foxo1 と(Pro-Hyp-Gly)5連
結磁気ビーズは、Pro-Hyp の添加により濃度に依存して解離した(Fig. 5B lanes 7 
and 8)。 
Pro-Hyp が Foxg1 に結合することで、Foxg1 のコンフォメーションに影響を及
ぼすか明らかにするために、Protease digestion assays を行った。大腸菌を用いて
調製した GST-Foxg1 をトリプシンで消化し、ウエスタンブロッティングを用い
て消化断片を検出した。Pro-Hyp 非存在下および存在下における GST-Foxg1 の
トリプシン感度を調べた。トリプシン未処理の GST-Foxg1 は 75 (kDa) の位置に
検出された (Fig. 6 lane 1)。GST-Foxg1 にトリプシン処理を行うと Pro-Hyp 非存
在下で 75 (kDa) バンドは完全に消失し、50 (kDa) がわずかに検出された (Fig. 6 
lane 2)。さらに、Pro-Hyp 存在下では、同様にトリプシン未処理の GST-Foxg1 は
75 (kDa)の位置に検出された (Fig. 6 lane 3)。そしてトリプシン処理により GST-
Foxg1 の 75 (kDa) バンドは消失するものの、50 (kDa) の GST-Foxg1 トリプシン
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消化断片のバンドが強く検出された。さらに、薄くではあるが 30 (kDa) の GST-





Figure 5. Pro-Hyp binds to Foxg1 and Foxo1. 
Ligand binging assay. The equivalent of 0.1 µg of cell extracts was used as input (lanes 1 
and 5). Foxg1 and Foxo1 binding to (Pro-Hyp-Gly)5 magnetic beads in a Pro-Hyp specific 
manner. Pro-Hyp was not added to lanes 2 or 6. Foxg1 or Foxo1 recombinant protein was 
mixed with (Pro-Hyp-Gly)5 magnetic beads. (A) An excess amount of Pro-Hyp was added 
at a concentration of 10 mM (lane 3), and 100 mM (lane 4). (B) MC3T3-E1 extracts were 
mixed with (Pro-Hyp-Gly)5 magnetic beads. An excess amount of Pro-Hyp was added at 
a concentration of 0.1 mM (lane 7), and 10 mM (lane 8). Ligand binging assay was 
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Figure 6. Pro-Hyp induces a Foxg1 conformational change. 
Purified GST-Foxg1 fusion protein was incubated at 37°C for two consecutive 10 min 
and 1 min periods of time. For the first period, Pro-Hyp was added to 0.1 mM, 
respectively, to lanes 3 and 4. An equal volume of water was added to lanes 1 and 2. For 
the second period, trypsin was added to 0.1 µg. Foxg1 was digested with trypsin and 




第 4 節 本章の小括 
 第 1 章では、Pro-Hyp の骨芽細胞への取り込み機構の解析と Pro-Hyp が
Foxg1,Foxo1 および Runx2 の骨芽細胞内局在に与える影響を明らかにした。本章
の概要を Fig. 7 に示す。 
第一節では、Pro-Hyp はペプチドトランスポーターである Slc15a4 を介して骨
芽細胞に取り込まれ、核内や細胞質に存在することを明らかにした。 
第二節では、骨芽細胞内取り込まれた Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1, Runx2 の細胞内
局在に影響を与えるか免疫細胞染色で検討した。結果、Pro-Hyp は Foxg1 の細胞
質から核への移行を促進した。また、Pro-Hyp は Runx2 の核から細胞質へと移行
を促進した。一方、Pro-Hyp は Foxo1 の細胞内局在に影響を与えず、Foxo1 は一
定数核内と細胞質に局在することを明らかにした。骨芽細胞に取り込まれた Pro-
Hyp は核内と細胞質に局在した。さらに Pro-Hyp 添加により、Foxg1 は核内に移
行することから、Pro-Hyp は Foxg1 に結合するのではないかと推測した。 
第三節では、Ligand binding assay を用いて Pro-Hyp が Foxg1 に結合するか検討
した。結果、Foxg1 と(Pro-Hyp-Gly)5連結磁気ビーズは結合し、大量の非標識 Pro-
Hyp でコンペティションを実施することで (Pro-Hyp-Gly)5 連結磁気ビーズから
Foxg1 は解離することから、Pro-Hyp は Foxg1 に結合することを明らかにした。
Foxg1 と同族の Foxo1 も同様に Ligand binding assay を行ったところ、Foxo1 と
(Pro-Hyp-Gly)5連結磁気ビーズは結合し、大量の非標識 Pro-Hyp でコンペティシ
ョンを実施することで(Pro-Hyp-Gly)5連結磁気ビーズから Foxo1は解離したこと
から、Pro-Hyp は Foxo1 特異的に結合することを明らかにした。 
さらに、Foxg1 に対するトリプシンの感度を Foxg1 の C 末端側を認識する抗体
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を用いて検出したところ、Pro-Hyp 存在下においてトリプシンの差動感度は低下
したことから Pro-Hyp は Foxg1 の C 末端側の立体構造を変化させることが示唆
された。 
 以上の結果から、本章では Pro-Hyp は Slc15a4 を介し骨芽細胞内に取り込ま
れ、Pro-Hyp が転写調節因子の Foxg1、Runx2 の細胞内局在を直接調整すること
を示した。特に、Foxg1 は Pro-Hyp が結合することで C 末端側の立体構造が変
化することから、Pro-Hyp が Foxg1 の核内移行を惹起したと推測される。この





Figure 7. Schematic representation of that Foxg1, Foxo1 and Runx2 were 
translocated by Pro-Hyp in the osteoblastic cell. 
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第2章 Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1, Runx2 タンパク質相互作用に与える影響 
 骨芽細胞分化の初期段階において、Foxo1 は Runx2 に直接結合することで、
Runx2 とオステオカルシンプロモーターとの結合を解離させ、オステオカルシ
ンの転写を阻害することが報告されている 49)。また、前立腺がん細胞において
Foxo1 と Runx2 の結合が解離することで、オステオカルシン、オステオポンチ
ンそしてMMPsの転写活性化を誘導する 71)。Foxo1と Runx2の結合領域は Foxo1
の C末端領域の 360-456アミノ酸と Runx2のNLS (nuclear localization domain) の
242-258 アミノ酸の領域であることが報告されている 49)。HaCaT 細胞では、Foxg1
は Foxo1-Smad に結合し、p21Cip1 の転写活性を抑制する 72)。しかし、Foxg1 と
Runx2 が直接的に相互作用する報告はない。 
最近の研究では、2-Pyridyl benzimidazole AI-4-57 や N-Heterocycle などの小分子
が転写調節因子の相互作用を調整することで転写を制御することが多数報告さ
れている 44, 50)。したがって、Runx2 の転写制御機構を解明するためには、小分
子である Pro-Hyp が転写調節因子の相互作用を調整するか明らかにすることが
重要であると考えた。骨芽細胞内に取り込まれた Pro-Hyp は Foxg1 と Foxo1 に
結合することで、Foxg1 と Runx2 および Foxg1 と Foxo1 のタンパク質相互作用
に影響を及ぼすと予想した。 
第一節では、既に相互作用することが報告されている Foxo1 と Runx2 のタンパ
ク質の相互作用 49)に Pro-Hyp が影響を及ぼすか検討した。大腸菌と動物細胞を
用いて作製したリコンビナントタンパク質でタンパク質間相互作用に Pro-Hyp
が影響するか GST-pull down assay と Immunoprecipitation (IP) を用いて検討した。 
第二節では、Foxg1 は Runx2 と相互作用はいまだに報告されていない。したが
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って Foxg1 は Runx2 と相互作用するか GST-pull down assayと IP を用いて検討し
た。さらに、Pro-Hyp は Foxg1 と Runx2 の相互作用に影響を与えるか検討した。 
 第三節では、Foxg1 が Runx2 に結合することを初めて明らかにしたので、
Foxg1 と Runx2 の結合領域を同定した。Runx2 における Foxg1 の結合領域を同
定するために GSTタグを付加した Runx2のドメイン欠失変異体と Foxg1リコン
ビナントタンパク質を作製し GST-pull down assay を行った。最後に Foxg1 にお
ける Runx2結合領域を同定するために GSTタグを付加した Foxg1のドメイン欠
失変異体と Runx2 リコンビナントタンパク質を作製し GST-pull down assay を行
った。  
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第１節 Pro-Hyp による Foxo1-Runx2 相互作用への影響 
Foxo1 と Runx2 のリコンビナントタンパク質を大腸菌、および、動物細胞を
用いて作製し Foxo1-Runx2 の相互作用と Pro-Hyp の影響について調べた。 
Fig. 8A に示したように、GST-Foxo1 は Pro-Hyp が非存在下では、Runx2 と弱
い結合を示した (Fig. 8A lane 2)。Pro-Hyp 存在下では GST-Foxo1 と Runx2 の結
合は増強した (Fig. 8A lane 3)。 
次に、動物細胞の核タンパク質やそのほかの細胞内タンパク質存在下におい
て Pro-Hyp が Foxo1 と Runx2 の相互作用に影響を与えるか検討するため、トラ
ンスフェクション効率の高い HEK293T に Flag-Runx2 と Myc-Foxo1 を過剰発現
した。細胞を回収し細胞抽出液を調製し Pro-Hyp の非存在下あるいは存在下に
おいて抗 Flag 抗体を用いて IP を行い、免疫複合体を回収した。回収した免疫
複合体からウエスタンブロッティングを用いて Foxo1 を検出することで Pro-
Hyp により Runx2 と Foxo1 の相互作用に変化が生じるか検討した。 
結果、Fig. 8B に示したように、 Pro-Hyp が存在しない場合、Flag-Runx2 は
Myc-Foxo1 と弱い結合を示した (Fig. 8B lane 5)。Pro-Hyp の存在下では、Myc-





Figure 8. Pro-Hyp promotes the interaction between Foxo1 and Runx2.  
(A) GST-Foxo1 with Runx2 were mixed (lanes 2 and 3). At that time, Pro-Hyp was added 
at a concentration of 1 mM (lane 3) and then analyzed using Western blot with the anti-Runx2 
antibody. Runx2 recombinant protein extracts were used as the input (lane 1). (B) 
Immunoprecipitation assay (IP) assays using cell extracts from HEK293T cells 
overexpressing Flag-Runx2 and Myc-Foxo1 (lanes 5 and 6). At that time, Pro-Hyp was 
added at a concentration of 1 mM (lane 6) and then analyzed using Western blot with the anti-
Foxo1 antibody. HEK293T cells overexpressing Flag-Runx2 and Myc-Foxo1 extracts 
were used as the input (lane 4). (C) The amount of immunoprecipitated Myc-Foxo1 was 
evaluated using Image J software. Data are presented as means ± SD (n = 3). *p <0.05.  
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第 2 節 Pro-Hyp 添加による Foxg1-Runx2 相互作用の評価 
リコンビナントタンパク質を大腸菌、および、動物細胞を用いて作製し
Foxg1-Runx2 の相互作用と Pro-Hyp の影響について調べた。 
Fig. 9A に示したように、Pro-Hyp が非存在下では、GST-Foxg1 は Runx2 と強
く結合した (Fig. 9A lane 6)。Pro-Hyp 存在下では、GST-Foxg1 と Runx2 の結合
は減弱した (Fig. 9A lane 7)。 
次に、動物細胞の核タンパク質やそのほかの細胞内タンパク質存在下におい
て Pro-Hyp が Foxg1 と Runx2 の相互作用に影響を与えるか検討するため、
HEK293T に Flag-Runx2 と Myc-Foxg1 を過剰発現した。細胞を回収し細胞抽出
液を調製し Pro-Hyp の非存在下あるいは存在下において抗 Flag 抗体を用いて IP
を行い、免疫複合体を回収した。回収した免疫複合体からウエスタンブロッテ
ィングを用いて Foxg1 を検出することで Pro-Hyp により Runx2 と Foxg1 の相互
作用に変化が生じるか検討した。結果、Fig. 9B に示したように、 Pro-Hyp 非
存在下において、Flag-Runx2 と Myc-Foxg1 は強く結合した (Fig. 9B lane 5)。
Pro-Hyp 存在下では、Myc-Foxg1 と Flag-Runx2 の結合は有意に減弱された(Fig. 
9B lane 6, 8C)。
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 Figure 9. Pro-Hyp inhibits the interaction between Foxg1 and Runx2.  
(A) GST-Foxg1 with Runx2 were mixed (lanes 2 and 3). At that time, Pro-Hyp was added 
at a concentration of 1 mM (lane 3). Runx2 recombinant protein extracts were used as the 
input (lane 1). (B) Immunoprecipitation assay (IP) assays using cell extracts from 
HEK293T cells overexpressing Flag-Runx2 and Myc-Foxg1 (lanes 5 and 6). At that time, 
Pro-Hyp was added at a concentration of 1 mM (lane 6). HEK293T cells overexpressing 
Flag-Runx2 and Myc-Foxg1 extracts were used as the input (lane 4). (C) The amount of 
immunoprecipitated Myc-Foxg1 was evaluated using Image J software. Data are 
presented as means ± SD (n = 3). *p <0.05. 
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第 3 節 原核細胞を用いた Foxg1-Runx2 結合領域の同定 
 Foxg1 と Runx2 が結合することを本研究で初めて見出したため、第 3 節では
Foxg1 と Runx2 の結合領域を同定した。 
GST-Foxg1 欠失変異体組換えタンパク質 (Foxg1-A：アミノ酸 1-171、Foxg1-
B：アミノ酸 172-263、Foxg1-C：アミノ酸 264-375、Foxg1-D：アミノ酸 376-
481) を調製した (Fig. 10A)。ウエスタンブロットを用いて、GST-Foxg1 欠失変
異体組換えタンパク質リコンビナントタンパク質の発現を確認した (Fig. 
10B)。Fig. 10C に Prey として使用した GST-Foxg1 欠失変異体組換えタンパク
質のインプットを示した。 
 Bait の GST-Foxg1 欠失変異体組換えタンパク質に Prey として Runx2 リコン
ビナントタンパク質をコンタクトした。GST に特異的に結合する Glutathione 
Sepharose 4B (G4B) ビーズを用いて GST-Foxg1 欠失変異体組換えタンパク質を
回収し、Runx2 リコンビナントタンパク質が共沈されるか検討した。その結
果、DNA 結合領域である GST-Foxg1-B に Runx2 が結合した (Fig. 10D lane 
10)。一方で、Runx2 は GST-Foxg1-A, C および D には結合しなかった (Fig. 10D 
lanes 9, 11 and 12)。 
次は、Runx2 における Foxg1 の結合領域を同定した。Prey に Fig. 11A に示し
た GST-Runx2 欠失変異体組換えタンパク質、Bait に Foxg1 リコンビナントタン
パク質を用いた。GST-Runx2 欠失変異体組換えタンパク質 (Runx2-A：アミノ
酸 1-93、Runx2-B：アミノ酸 94-243、Runx2-C：アミノ酸 243-360、Runx2-D：
アミノ酸 361-514) の発現をウエスタンブロットを用いて確認した(Fig. 11 B)。
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Fig. 11C に Prey として使用した GST-Runx2 欠失変異体組換えタンパク質のイ
ンプットを示した。 
Bait の GST-Runx2 欠失変異体組換えタンパク質に Prey として Foxg1 をコンタ
クトした。その結果、C 末端の GST-Runx2-D に Foxg1 は結合した (Fig. 11D 
lane 10)。一方で、GST- Runx2-A, B および C に Foxg1 は結合しなかった (Fig. 





Figure 10. Foxg1 DNA binding region interacts to Runx2. 
(A) Schematic showing the region structure of Foxg1 and the truncated mutants. The 
amino acid numbers of each mutant are labeled. (B) Foxg1 was divided as follows 
(Foxg1-A: amino acid 1–171, Foxg1-B: amino acid 172–263, Foxg1-C: amino acid 264–
374, and Foxg1-D: amino acid 375–481) and GST tag was added, and E. coli produced a 
recombinant protein. We produced various GST-Foxg1 truncated mutants (GST-Foxg1-A 
43 kDa (lane 1) GST-Foxg1-B 36 kDa (lane 2) GST-Foxg1-C 37 kDa (lane 3) and GST-
Foxg1-D 36 kDa (lane 4) followed by immunoblot for GST. (C) The Foxg1 truncated 
mutant protein extracts were used as the input (lanes 5-8). (D) GST pull-down assay. The 
Foxg1 truncated mutants with Runx2 were mixed (lanes 9-12). They were then analyzed 




Figure 11. Runx2 c-terminal interacts to Foxg1. 
(A) Schematic showing the region structure of Runx2 and the truncated mutants. The 
amino acid numbers of each mutant are labeled. (B) Runx2 was divided as follows 
(Runx2-A: amino acid 1–93, Runx2-B: amino acid 94–243, Runx2-C: amino acid 243–
360, and Runx2-D: amino acid 361–514) and GST tag was added, and E. coli produced a 
recombinant protein. We produced various GST- Runx2 truncated mutants (GST- Runx2-
A 43 kDa (lane 1) GST- Runx2-B 36 kDa (lane 2) GST- Runx2-C 37 kDa (lane 3) and 
GST- Runx2-D 36 kDa (lane 4) followed by immunoblot for GST. (C) The Runx2 
truncated mutant protein extracts were used as the input (lanes 5-8). (D) GST pull-down 
assay. The Runx2 truncated mutants with Foxg1 were mixed (lanes 9-12). They were then 






第２章では Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1 および Runx2 タンパク質相互作用に与え
る影響について明らかにした。概要を Fig. 12 に示す。 




第二節では、Foxg1 と Runx2 が相互作用することを本研究で初めて見いだし




第三節では、Foxg1 と Runx2 の結合領域を同定した。Foxg1 の DNA 結合ドメ
インと Runx2 の C 末端領域であることを初めて明らかにした。 
また、１章では Pro-Hyp が Foxo1、Foxg1 に結合することを明らかにしてい
る。したがって、骨芽細胞内に取り込まれた Pro-Hyp は、(Pro-Hyp)-Foxg1 およ
び (Pro-Hyp)-Foxo1 の複合体を形成している可能性もあると推測される。 
以上の結果から Slc15a4 を介して Pro-Hyp が骨芽細胞に取り込まれると、 









第 3 章 Pro-Hyp の Foxg1, Foxo1, Runx2 を介した Runx2 P1 プロモーターの転
写活性機構の解明 
第 2 章では、Pro-Hyp は Foxg1 と Runx2 の結合を抑制し、反対に Foxo1 と
Runx2 の結合を促進することを明らかにした。これらの結果から Pro-Hyp 添加
により骨芽細胞内で形成されたと予想される複合体を Fig. 12 に示した。これら
の複合体が Pro-Hyp 依存的に Runx2 P1 プロモーターに結合することで、Runx2
の転写を活性化していると予想した。 
Runx2 は、タイプ Iとタイプ II の 2 つのアイソフォームが存在することが報
告されている (Fig. 13)。タイプ I Runx2 (MRIPV 型、Runx2 p56/P2) は P2 プロ
モーターにより制御される。タイプ I Runx2 は主に T-cell に発現していること
が報告されている 36-39)。一方で、タイプ II Runx2 (MASNS 型、Runx2 p57/P1) 
は P1 プロモーターにより制御されて、骨芽細胞に特異的に発現する 40)。P1 プ
ロモーターはタイプ II Runx2 によりオートギュレーションされることが報告さ
れている 41)。本研究では骨芽細胞における Runx2 発現制御機構を明らかにする
ため、マウス Runx2 P1 プロモーターを用いて実験を実施した。 





第二節では構築した Runx2 P1 プロモーターレポータープラスミドを用いて
Runx2 P1 プロモーターにおける Pro-Hyp 応答領域を同定した。 
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第三節では、クロマチン免疫沈降 qPCR を用いて Pro-Hyp 応答領域に Pro-Hyp
依存的に結合する転写調節因子の同定を行い、Foxg1, Foxo1 および Runx2 を介




Figure 13. Schematic representation of Runx2 isoform. 
  
Runx2 isoform
Type Ⅰ Runx2 (MRIPV isoform)
P2 promoter (Ogawa et al., 1993)
Expression: T-cell
Type Ⅱ Runx2 (MASNS isoform)
P1 promoter (Stewart et al., 1997)
Expression: Osteoblast
21 3 4 5 6 7 8P2P1
ATGGCGTCTAACAGT
ATGCGCATTCCGGTACGTA
M A S N S
M R I P V
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第 1 節 mRunx2 プロモーターレポータープラスミドの構築 
 本章では、マウス Runx2 P1 プロモーターにおける Pro-Hyp 応答エレメント
を決定するために、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行う。 
第一節では Runx2 P1 プロモーターレポータープラスミドを構築するため、
MC3T3-E1 ゲノムから Runx2 P1 プロモーター(-1〜-1000 bp)を増幅した。これ
をテンプレートに 500 bp, 375 bp および 250 bp の長さの 5’欠失変異体 Runx2 P1
プロモーターを増幅した。このフラグメントをルシフェラーゼ発現用ベクター
である pGL3 cont ベクターに挿入し、Runx2 プロモーターレポータープラスミ
ドを構築した (Fig. 14A)。作製した各プラスミドは、制限酵素を用いてフラグ
メントとベクターのサイズを確認後、macrogen JAPAN でシークエンス解析を
行なった (Fig. 14B)。 
作製したレポータープラスミドと Foxo1 および Runx2 を骨芽細胞様細胞株で
ある MC3T3-E1 にトランスフェクションした。その後 Pro-Hyp を骨芽細胞に添
加し、ルシフェラーゼの発光量を測定した。各領域での Pro-Hyp 添加による P1





Figure 14. Construction of plasmid for reporter assay. 
A, Schematic illustration of the luciferase expression vector with the Runx2 distal P1 
promoter in each region inserted. Boldface nucleotides represent the Foxo consencus 
sequence (WT) and the Runx2-binding sequence (WT). The nucleotides surrounded by 
the square represent mutations introduced into the mutant variant (MT). B, Confirmation 
of plasmid size using restriction enzymes. 
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第 2 節 mRunx2 P1 プロモーター内の Pro-Hyp レスポンス領域の同定 
 ルシフェラーゼの発現は、1 mM Pro-Hyp 処理群では、Pro-Hyp 非存在下と比
較して、-375 bp および-500 bp でそれぞれ約 2.79 倍および 3.57 倍有意に増加し
た (p＜0.05、Fig. 15A)。-250 bp と-1k bp では Pro-Hyp レポーター応答は変化し
なかった。これらの結果から、Runx2 P１プロモーターにおける Pro-Hyp レス
ポンスエレメントは、Runx2 P１プロモーターの nt -375 から-250 間に存在する
と予想した。 
そこで、Runx2 遠位 P1 プロモーターにおける nt -375 から-250 を nt -375 から-
316 と nt -315 から-251 に分け、同様にレポーターアッセイを行った。nt -315〜-
251 では Pro-Hyp によるレポーター応答は変化しなかった (Fig. 15B)。レポータ
ー応答は、nt -375 から-316 のみで有意に増加した (p＜0.05、Fig. 15C)。Runx2 
P1 プロモーターnt -375 から-316 には、Runx2 結合部位 (-362 から-356、-354 か
ら-349、-344〜から-332) および Fox コアシークエンス (-365 から-361、-337 か
ら-332) が存在する (Fig. 14A)。この Runx2 結合部位と Fox コアシークエンス
が Pro-Hyp による Runx2 プロモーター活性化に関与していると予想した。そこ
で、Fox コンセンサス配列にミューテーションを導入した nt -375 から-316 
Runx2 プロモーターを、ルシフェラーゼレポータープラスミド pGL3-control に
挿入し、pGL3-control -375－-316 Runx2 promoter (MT)を構築した(Fig. 14A)。作
製したプラスミドを用いて、レポーターアッセイを行った。その結果、Pro-
Hyp によるレポーター応答は WT と比較して減少した (Fig. 15D)。 
次に、Runx2 結合部位 (Runx2 binding site 1-3) をホタルルシフェラーゼレポ
ータープラスミド pGL3-control に挿入し、pGL3-control -363－-336 Runx2 
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promoter (WT) を構築した。このレポーターコンストラクションに 3 点突然変
異 (MT) を導入し、コンセンサスの Runx2 結合配列を破壊した pGL3-control -
363－-336 Runx2 promoter (MT) も構築した (Fig. 15A)。これらを用いてレポー
ターアッセイを行った。 
その結果、pGL3-control -363－-336 Runx2 promoter (WT) において、1 mM の
Pro-Hyp で処理した細胞のルシフェラーゼ発現は、Pro-Hyp が存在しない場合
と比較して約 1.6 倍に増加した (p＜0.05 Fig. 15E)。重要なことに、この増加
は、pGL3-control -363－-336 Runx2 promoter (MT) においては観察されなかっ












1 2 3 4
-375 to -316 Fox MT
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Figure 15. Identification of Pro-Hyp response element in the proximal region of the 
Runx2 distal P1 promoter. 
MC3T3-E1 cells were transfected with 0.1 µg of pGL3-Runx2 distal P1 promoter DNA 
and 1 ng pNL DNA. Then, 48 hr later, they were treated for 48 hr with Pro-Hyp, as 
indicated (A-F). Luciferase activity was measured and normalized to the activity of nano 
luciferase. 
Identification of Pro-Hyp response element of Runx2 distal P1 promoter in the proximal 
region (A). Mutations of the Fox core sequence in the Runx2 distal P1 promoter in the 
proximal region decreased the promotion of Runx2 distal P1 promoter activity by Pro-
Hyp (C and D). Mutations of the Runx2 binding site in the Runx2 distal P1 promoter in 
the proximal region inhibits the promotion of Runx2 distal P1 promoter activity by Pro-
Hyp (E and F). Significance was calculated using a Student’s t-test (A) and Tukey post 
hoc test (B-F) with the mean error bars represent ± standard deviation. For clarity, not all 
the significant differences are indicated. 
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第 3 節  mRunx2 P1 プロモーター内の Pro-Hyp レスポンス領域に結合する 
Foxg1, Foxo1, Runx2 の同定 
最後に Chromatin immunoprecipitation (ChIP)を用いて、Pro-Hyp 依存的に Runx2
プロモーターに結合する転写因子を同定した。 
Table１は、ChIP DNA のポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)に使用したプライマー
の位置および配列を示す。Fig. 16A に増幅した Runx2 binding site と Fox コアシ
ークエンスを二箇所含む DNA 領域の模式図を示した。 
Pro-Hyp を添加した MC3T3-E1 のセルライセイトを調製した。抗 Foxg1 抗体、
抗 Foxo1 抗体、抗 Runx2 抗体、抗 IgG 抗体、を用いて免疫沈降した。そこに結
合した DNA をテンプレートに Primer 1 および Primer 2 を用いて qPCR を行
い、Runx2 P1 プロモーターに Foxg1、Foxo1、Runx2 が結合するか検討した。 
結果、a-Runx2 抗体の免疫沈降物を用いた qPCR では、Pro-Hyp 非存在下と比
較して Pro-Hyp 存在下では DNA の増幅量は有意に減少した(Fig. 16C)。a-Foxo1
抗体及び a-Foxg1 抗体の免疫沈降物を用いた qPCR では、Pro-Hyp 非存在下と
比較して Pro-Hyp 存在下では DNA の増幅量は有意に増加した(Fig. 16D and E)。
ネガティブコントロールの a-IgG 抗体を用いた免疫沈降物を用いた qPCR では








PCR primers used in ChIP assay 
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Figure 16. Complex of Pro-Hyp, Foxg1, and Foxo1 binding to the proximal region 
of Runx2 distal P1 promoter. 
Verification of the Pro-Hyp response element in the Runx2 distal P1 promoter, including 
the Runx2-binding site. A, schematic representation of relevant regions of the Runx2 
distal P1 promoter gene. P1, P2 indicate PCR primers used to analyze chromatin 
immunoprecipitation-quantitative polymerase chain reaction (ChIP-qPCR). The 
positions of these primers and the size of the fragments they amplify are indicated at the 
top of the figure. Chromatin immunoprecipitation-quantitative polymerase chain reaction 
analysis of the Runx2 distal P1 promoter in MC3T3-E1 cells. Cells were incubated with 
and without 1 mM Pro-Hyp for the 48 hr, followed by ChIP-qPCR analysis using a control 
Rabbit IgG antibody (B), Foxo1 antibody (C), Foxo1 antibody (D) or Runx2 antibody 
(E). Experiments were repeated three times with similar results. Data are presented as 
means ± standard deviation (n = 3), *p <0.05. Significance was calculated using a 
Student’s t-test. 
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第 4 章 本章の小括 
 本章の概要を Fig. 17 に示す。第 3 章では、Pro-Hyp の Foxg1, Foxo1, Runx2
を介した Runx2 プロモーターの転写活性機構の解明を行なった。 
第一節ではルシフェラーゼレポーターアッセイを行うにあたり必要なレポー
タープラスミドを構築した。 
第二節では、Runx2 P1 プロモーターの nt -365 から-332 を Pro-Hyp 応答領域
として同定した。この Pro-Hyp 応答領域は、Runx2 結合部位と Fox コア配列が
含まれることが明らかとなった。Runx2 結合部位には Runx2 が結合し、転写を
抑制することが報告されている 43)。Pro-Hyp が Runx2 と Runx2 P1 プロモータ
ーの結合を阻害していると予想した。 
第三節では Pro-Hyp 依存的に Pro-Hyp 応答領域に結合する転写因子を ChIP-
qPCR 解析を用いて同定した。結果、Pro-Hyp の非存在下では Runx2 は、Runx2 
P1 プロモーター内の Pro-Hyp 応答部位に結合することを明らかにした。この
Runx2 と Runx2 P1 プロモーター内 Pro-Hyp 応答領域の結合は Pro-Hyp により阻
害されることが明らかとなった。一方で、Foxg1 と Foxo1 は Pro-Hyp 非存在下
において Runx2 P1 プロモーターに結合しなかった。Pro-Hyp 存在下において
Foxg1 と Foxo1 は Runx2 P1 プロモーターの Pro-Hyp 応答部位に結合することを
明らかにした。 
これらの結果から、骨芽細胞における Pro-Hyp の Runx2 レポーター応答のメ
カニズムとして Pro-Hyp がサプレッサーとして Runx2 P1 プロモーターの nt -
365 から-332 の領域に結合している Runx2 を解離することにより、転写抑制を
阻害する。さらに、Pro-Hyp は Runx2 P1 プロモーターの nt -365 から-332 の領
 54 






Figure17. Schematic representation of mechanism that Pro-Hyp regulates Runx2 
P1 promoter.  
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いないことから、活性型 CP である Pro-Hyp による骨芽細胞分化誘導作用機構を
明らかにすることを目的とした。 
Pro-Hyp は 0.1-1 mM の濃度において骨芽細胞分化のマスター遺伝子である
Runx2 の発現を誘導することで骨芽細胞分化を誘導する 32)。また、0.2 mM Pro-
Hyp は骨芽細胞の石灰化を約 1.4 倍促進する 68)。さらに、約 1.2 mM CP 化合物
は、CP 化合物非添加時と比べ、骨芽細胞の石灰化を約 2.75 倍促進する 76)。主に
コラーゲンは Pro-Hyp に分解されることが明らかになっている 28)。実際、CP を
経口摂取 (0.385 g/kg 体重) すると血中に Pro-Hyp が約 0.1 mM と高濃度で検出
されることが報告されている 75)。以上の報告から 0.1-1 mM Pro-Hyp は骨芽細胞
分化を誘導する濃度であると判断し、なおかつ体内でも存在し得る濃度である
と考えた。したがって本研究では Pro-Hyp は 0.1-1 mM の濃度で使用した。 
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ラットを用いた研究では、経口摂取した[14C] Pro-Hyp は、骨芽細胞や破骨細胞





で第 1章では、Pro-Hypの細胞への取り込み機構の解析とPro-Hypが Foxg1, Foxo1
および Runx2 の骨芽細胞内局在に与える影響を明らかにした。 
Pro-Hyp は Slc15a4 を介して骨芽細胞に取り込まれ、骨芽細胞の核内と細胞質














そこで、骨芽細胞における Foxg1、Foxo1 および Runx2 の細胞内局在に Pro-
Hyp が影響を与えるか検討した。その結果、Pro-Hyp は Foxg1 の細胞質から核
内への移行を誘導した。そして Pro-Hyp 添加時の Foxg1 の立体構造が変化する
か検討したところ、Pro-Hyp は Foxg1 に結合することで Foxg1 の C 末端側の立
体構造が変化することを見出した 78)。アミノ酸置換により引き起こされる
Foxg1 の立体構造変化は、Foxg1 を核内に凝集することが報告されている 79)。




報告されている 80)。よって、Pro-Hyp により核内に移行された Foxg1 は Runx2
の転写制御に関与していると考えた。 
Pro-Hyp は、Runx2 の核から細胞質への移行を誘導した。Runx2 はリン酸化さ
れることにより、核外へ移行することが多数報告されている 81, 82)。Pro-Hyp が
Runx2 をリン酸化するか否かは、今後さらなる検討が必要であると考える。Pro-
Hyp は Foxo1 の細胞内局在に影響を与えず、Foxo1 は骨芽細胞の核内と細胞質
の両方に局在していた。これらの結果から、Pro-Hyp は Foxg1、Runx2 の骨芽細
胞内局在を調節し Runx2 転写を誘導するのではないかと予想した。 
 第２章では、骨芽細胞内に取り込まれた Pro-Hyp が Foxg1, Foxo1, Runx2 タン
パク質相互作用に与える影響について検討した。本章では Pro-Hyp が Foxg1 と
Runx2 の結合を抑制することを明らかにした。これは、Pro-Hyp が Foxg1 に結合
することにより生じる Foxg1 の C 末端側の立体構造の変化により、Foxg1 と
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Runx2 の結合を解離させた可能性があると推察される。また、Foxg1 と Runx2 の
結合領域は Foxg1 の DNA 結合ドメインと Runx2 の核マトリックスターゲティ
ングシグナル (NMTS) を含む C 末端領域であることを明らかにした。Runx2 の
NMTS は、核内で他の転写調節因子と結合することで、Runx2 を核内に留めるこ
とが報告されている 82)。この報告から、Pro-Hyp が Runx2 と Foxg1 の結合を解
離することは、Runx2 の核内から細胞質への移行を誘導すると考えられる。この
仮説は、第 1 章で得られた骨芽細胞に取り込まれた Pro-Hyp が Runx2 の核から
細胞質への移行を誘導する知見と一致する。また、Pro-Hyp が Runx2 を Foxg1 の
DNA 結合ドメインから解離することは、Foxg1 の DNA への結合を容易にする
と推測される。 
Pro-Hyp は Foxo1 と Runx2 の結合を促進することを明らかにした。Drissi ら 41)
は、Runx2 タンパク質が Runx2 P1 プロモーターに結合することで Runx2 の転写
活性を抑制することを報告している。また、Foxo1 は Runx2 に結合し、Runx2 と
オステオカルシンプロモーターの結合を解離することで、オステオカルシンの
転写を抑制することが明らかとなっている 49)。 これらの報告から Pro-Hyp によ
る Foxo1 と Runx2 の結合の増強は、Runx2 P1 プロモーターから Runx2 の解離を
引き起こし Runx2 タンパク質のオートレギュレーションを排除した可能性があ
ると考えられた。以上の結果から、Pro-Hyp は Foxg1 と Runx2 の結合を解離し、
反対に Foxo1 と Runx2 の結合を促進することで Foxg1, Foxo1 および Runx2 転写
因子の Runx2 P1 プロモーターへの結合を調整し、Runx2 の転写を活性化してい
ると予想した。 
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 第 3 章では、ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて、Runx2 P1 プロ
モーターの Pro-Hyp 応答領域の同定を行った。以前、Pro-Hyp は Foxg1 を介して
骨芽細胞の分化を促進することを報告している 52)。その際、Pro-Hyp は Foxg1 
mRNA 発現を約 3 倍に増加することを見出した。一方で Pro-Hyp は Foxo1 mRNA
発現には影響を与えないことを明らかにした。そこで、ルシフェラーゼレポータ
ーアッセイでは Pro-Hyp を介した Foxg1, Foxo1 および Runx2 の Runx2 P1 プロモ
ーターへの影響を明らかにするために、Myc-Foxo1 と Flag-Runx2 を骨芽細胞に
過剰発現させ、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。結果、Pro-Hyp 応
答領域として Runx2 P1 プロモーターの nt -365 から-332 を同定した。 
同定した Runx2 P1 プロモーターの Pro-Hyp 応答領域には、三ヶ所の Runx2 結
合部位 (オートレギュレーションサイト) と二ヶ所の Fox コア配列が含まれて
いた。この Runx2 結合部位にミューテーションを挿入すると完全に Pro-Hyp レ
スポンスが見られなくなった。この結果は、Pro-Hyp レポーター応答に Runx2 P1
プロモーターから Runx2 が解離するステップが非常に重要であることを示して
いる。また Fox コアシークエンスにミューテーションを挿入すると Pro-Hyp レ
スポンスが減弱することから Pro-Hyp レポーター応答には Fox コアシークエン
スの存在も重要であると考えられる。そして、同定した Pro-Hyp 応答領域はマウ
スとヒトの両方に完全に保管されている。したがって、骨代謝制御を行う上でこ
の Pro-Hyp 応答領域の配列は重要であると推察された。 
次に Pro-Hyp 依存的に Pro-Hyp 応答領域に結合する転写因子を ChIP-qPCR 解
析を用いて同定した。結果、Pro-Hyp の非存在下では Runx2 は、Runx2 P1 プロ
モーター内の Pro-Hyp 応答部位に結合し、Foxg1 と Foxo1 は Runx2 P1 プロモー
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ター内の Pro-Hyp 応答部位に結合しないことを明らかにした。Pro-Hyp 存在下で
は、反対に Pro-Hyp は Runx2 を Runx2 P1 プロモーターの Pro-Hyp 応答領域から
解離させ、Pro-Hyp は Foxg1 と Foxo1 の Pro-Hyp 応答領域への結合を促進した。
Foxo1 は Runx2 に結合することで、オステオカルシンプロモーターに結合する
Runx2 をプロモーターから解離することが報告されている 49)。本研究では、Pro-
Hyp が Foxo1 と Runx2 の結合を促進することを明らかにした。さらに Pro-Hyp
は Runx2 を Runx2 P1 プロモーターから解離させることを見出した。これらの結
果を統合すると、Pro-Hyp が核内に局在している Foxo1 とオートレギュレーショ
ンしている Runx2 の結合を促進することで、Runx2 のオートレギュレーション
を排除したと考えられた。その後に、Pro-Hyp は Foxg1 と Foxo1 を Pro-Hyp 応答
領域の Fox コアシークエンスへ結合させることで Runx2 の転写を活性化すると
考えられる。 
本研究では、活性型 CP である Pro-Hyp による骨芽細胞分化誘導の分子作用メ
カニズムを明らかにした。Pro-Hyp は、骨芽細胞において Foxg1 と Foxo1 を介
して Runx2 P1 プロモーターを活性化することで、Runx2 の転写を誘導すること
を明らかにした。内因性および外因性 Pro-Hyp は、骨芽細胞を誘導するカップ
リングファクターとして機能しているのではないかと推察した。また、活性型




































ている 87)。また、脂肪組織において Foxo1 は、白色脂肪細胞の分化調節に加え
て、褐色脂肪細胞におけるエネルギー代謝も調節している 89)。さらに骨格筋細
胞の分化調節や骨格筋萎縮にも深く関与している 90)。Pro-Hyp が Foxo1 および
Foxg1 を介して転写制御することで骨代謝を調整するように、Pro-Hyp が Foxo1
を介して転写制御することで糖代謝、脂質代謝そして骨格筋細胞分化を調整す
ると推測される。実際に、Pro-Hyp とわずかに類似している構造である Foxo1
阻害剤が glucose-6-phosphatase の mRNA 発現誘導を抑制し、糖代謝制御を阻害












Fig. 18 に骨芽細胞の分化過程における Pro-Hyp の Runx2 発現誘導の分子作用
メカニズムを示した。骨芽細胞において、活性型コラーゲン由来ジペプチド
Pro-Hyp の非存在下では、Runx2 は Runx2 遠位 P1 プロモーター近位領域に結合
し、Runx2 mRNA の発現を抑制する。そして、Foxg1 は細胞質に局在し、
Runx2 と Foxo1 は細胞質と核の両方に局在する。 
内因性及び外因性の CP は Pro-Hyp に分解される。骨組織に到達した Pro-Hyp
は、(ⅰ) Slc15a4 を介して骨芽細胞に取り込まれ核内と細胞質に局在する。 
(ⅱ) Pro-Hyp は Foxo1 に結合し、Runx2 P1 プロモーターに結合する Runx2 と結
合することで、Runx2 を Runx2 プロモーターから解離させる。形成された
Runx2-Foxo1 ヘテロ二量体は細胞質に局在する。(ⅲ) 核内に局在する Foxo1 は
Runx2 P1 プロモーターの Pro-Hyp 応答領域に結合する。(ⅳ) Pro-Hyp は Foxg1
に結合し立体構造を変化させることで、Foxg1 と Runx2 の相互作用を解離す
る。(ⅴ) 解離した Foxg1 は細胞質から核に移動し、Runx2 P1 プロモーターの
Pro-Hyp 応答領域に結合する。その結果、Runx2 プロモーター活性が誘導され
る。 
以上が本研究により解明した Pro-Hyp による Foxg1 および Foxo1 を介した
Runx2 mRNA 発現誘導機構である。正常な骨代謝が行われると破骨細胞により












Figure 18 Molecular model of Pro-Hyp regulates Runx2 expression.  
Schematic illustration of the mechanism that Pro-Hyp promotes Runx2 P1 promoter 
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第 1 章 
細胞培養 
マウス頭蓋冠由来細胞 (MC3T3-E1) を、10%ウシ胎児血清 (Gibco) と 100 
U/mL ペニシリンを添加したα-modified Eagle's medium (a-MEM) 培地を用いて
37℃、5％CO2の条件下で培養した。 
 
FITC 標識 Pro-Hyp の調製 
Pro-Hyp (Bachem) (20 mg) を 0.1 M NaHCO3 溶液 1 mL に溶解した。1 mL の
N,N-ジメチルホルムアミド中の 40 mg の FITC を Pro-Hyp 溶液に加えた。混合
物をアルミ箔で遮蔽し、室温で 2 時間保持し、薄層クロマトグラフィー 
(T.L.C.) を用いて反応を観察した。FITC 標識 Pro-Hyp は、クロロホルム：メタ
ノール：酢酸 (3:1:0.1) 溶媒系を用いた分取 T.L.C.プレートを用いて精製した 




 Pro-Hyp が骨芽細胞内に取り込まれるか検討を行うため、Slc15a4 の阻害剤で
あるヒスチジンを用いて競合阻害アッセイを行った。培養した MC3T3-E1 細胞
に、FITC 標識 Pro-Hyp (10µM) または、ネガティブコントロールとしてウラニ
ン(東京化成工業株式会社、東京) (10µM) を添加した。同時に、Pro-Hyp (50 
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mM)、グリシン (Sigma) (50 mM)、ヒスチジン (Sigma) (50 mM)、または 48 時
間滅菌水 (コントロール) を、MC3T3-E1 に処理した。PBS (-) (ニッスイ) で 3
回洗浄し、4％パラホルムアルデヒドで固定した。 固定後、核はヨウ化プロピ
ジウム (東京化成工業株式会社) (1:1000) を用いて染色した。細胞は、蛍光顕微
鏡 (KEYENCE) を用いて観察した。 
 
RT-PCR 
MC3T3-E1 からの RNA 抽出は、RNeasy Mini Kit (Qiagen)をもちいて製造者マ
ニュアルに従い行った。得られた total RNA から PrimeScript RT Master Mix (タ
カラバイオ) を用いて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。cDNA をテンプ
レートとして、PrimeSTAR® HS DNA Polymerase (Takara) を用いて、Slc15a1-4
の mRNA 発現量を測定した。RT-PCR 解析装置は、GeneAmp® PCR System 9700 
(Aplied Biosystems) を使用した。DNA の増幅に用いたプライマー配列は Table 2
に示した。 
Table 2 Primers used for RT-PCR. 
 
MC3T3-E1 への siRNA 導入 
MC3T3-E1 細胞を 8 well チャンバープレートに播種し 10％FBS を含むα-
MEM 中で培養した。リポフェクタミン試薬 (ライフテクノロジーズ社)を用い
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て Slc15a4 またはコントロール siRNA (10 nM) を一過性にトランスフェクトし




MC3T3-E1 を 48 時間 0.1 mM Pro-Hyp を含む培地で培養した。4％パラホルム
アルデヒドで 5 分間固定した後、細胞を Anti-FOXG1 抗体 (ab18259) (abcam)、
Anti-Runx2 (cat. no. 12556), FoxO1 (C29H4) Rabbit mAb (cat. no. 2880) (Cell 
Signaling Technology) の一次抗体を 4℃で一晩インキュベートした。その後、
4℃で抗 and Anti-Alexa Fluor ® 488 (cat. no.4412) (Cell Signaling Technology)を一
晩インキュベートした。核は、さらにヨウ化プロピジウム (1:1000) を用いて
染色した。骨芽細胞は蛍光顕微鏡 (KEYENCE、大阪、日本) を用いて観察し




ゲルを Trans blot (Bio Rad) に転写し、5％スキムミルク溶液を用いてブロッキン
グ処理 (室温、１時間) を施した。一次抗体には、SLC15A4 Antibody (NBP1-87279) 
(NOVUSBIO)、Anti-FOXG1 抗体 (ab18259) (abcam), FoxO1 (C29H4) Rabbit mAb 
(cat. no. 2880) (Cell Signaling Technology) を用いた。二次抗体反応には、Anti-rabbit 
IgG, HRP-linked Antibody (#7074) (Cell Signaling Technology)を用いた。反応後、
ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)で発光した。撮影は WSE-
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5200 (Atto) を用いて行った。 
 
リコンビナントタンパク質の調製 
作製した GST-Foxg1 プラスミドをタンパク質発現用大腸菌である BL21(Bio 
Labs) に形質転換し、濁度が 0.6 (OD 600) になるまで 37℃で振とう培養 (180 
rpm) した。IPTG (0.4 mM) を添加し、28℃の LB 培地で 3 時間振とう培養 (180 
rpm) し、タンパク質の発現誘導を行った。タンパク質を含む大腸菌を回収
後、PBSP バッファー (137 mM NaCl、10 mM Na2HPO4、2.7 mM KCl、1.8 mM 
KH2PO4、10% Glycerol、1 mM DTT、プロテアーゼ阻害剤、1 mM PMSF) で大
腸菌を溶解し、超音波ホモジナイザーを用いて細胞を破砕した。Tritone 20 を加
え、4℃で 30 分間転倒混和した。転倒混和後、5 分間遠心分離後 (7500 rpm)、
上清を回収し組換えタンパク質を回収した。調製した組換えタンパク質 5 µl に
レムリーバッファーを 5 µl 添加し、5 分間 98℃で煮沸した。このサンプルをウ
エスタンブロットに供した。 
 
Ligand binding assay 
(Pro-Hyp-Gly) 5連結磁気ビーズ (玉川精機) を、結合緩衝液 (150 mM KCl、10 
mM HEPES [pH = 7.8]、1 mM EDTA [Dojindo]、10%グリセロール [Sigma]、1 
mM DTT [Wako]、プロテアーゼ阻害剤錠タブレット [Roche]) で平衡化し、
Foxg1 もしくは Foxo1 リコンビナントタンパク質 2 mg を含有する粗抽出液




バッファーを 5 µl 添加し、5 分間 98℃で煮沸した。このサンプルをウエスタン
ブロットに供した。 
 
Protease digestion assays 
精製した 2 mg の GST-Foxg1 にトリプシン (豚膵臓由来質量分析グレード, 
Wako) を 0.1 µg 加え、37℃で 1 分間インキュベートした。この時、終濃度 0.5 
mM となるよう Pro-Hyp を添加した。速やかに氷上にのせ酵素反応を停止し





第 2 章 
リコンビナントタンパク質の調製 
リコンビナントタンパク質は 1 章と同様に行なった。GST-Foxo1, GST-Foxg1, 
GST-Runx2、Foxg1 を A-D の４つの領域に分けた GST-Foxg1A-D、Runx2 を A-
D の４つの領域に分けた GST-Runx2A-D を調製した。GST-Foxg1A-D と GST-
Runx2A-D の領域構造は Fig. 10A、Fig. 11A 示した。 
 
GST-pull down assay 
GST-pull down assay を行うために Bait と Prey のリコンビナントタンパク質を
調整した。Bait は GST タグを付加したリコンビナントタンパク質を使用した。
Bait と Prey を混和した後、GST に特異的に結合する G4B ビーズを用いて Bait
を回収し、沈降物中に Prey が存在するか明らかにすることで Bait と Prey 間の
相互作用の有無を明らかにした。本実験で使用した Bait と Prey の組み合わせを
Table 3 に示した。Bait と Prey を混和し 4℃で 2 時間インキュベートした。同時
に、Pro-Hyp を終濃度 1 mM となるよう添加し、タンパク質間相互作用に及ぼす
Pro-Hyp の影響を検討した。インキュベート後、G４B ビーズ(GE Health care) を
混和し 4 °C で穏やかに攪拌することで Bait を回収した。 回収後、レジンを
PBSP バッファーで 3 回洗浄した。その後レムリーバッファーを 10 µl 添加し 





Table 3 Recombinant protein as Bait and Prey used for GST-pull down assay. 
 
Immunoprecipitation 
HEK293 細胞に pRK7-Myc-Runx2 と pRK7-Flag-Foxo1 または pRK7-Flag-Foxg1
をコトランスフェクションし、Myc-Runx2 と Flag-Foxo1、または Flag-Foxg1 を
過剰発現した。48 時間後、細胞抽出バッファー (15 mM KCl、10 mM 
HEPES[pH = 7.8]、1 mM EDTA [Dojindo]、10%グリセロール [Sigma]、1 mM 
DTT [Wako]、0.25 mM PMSF [Wako]、プロテアーゼ阻害剤錠タブレット 
[Roche] ) を用いて細胞内タンパク質を抽出した。その細胞抽出液を 15,000 
rpm、4 °C で 5 分間遠心分離した。得られた上清と Anti-FLAG M2 affinity Gel 
(Sigma Aldrich) を混和し 4 °C で穏やかに攪拌させることで反応させた。 反応
後、レジンを細胞抽出バッファーで 3 回洗浄し、レムリーバッファーを 20 µl
















Anti-FOXG1 抗体 (ab18259) (abcam)、Anti-Runx2 (cat. no. 12556), anti-Foxo1(cat. 
no. 2880) (Cell Signaling Technology) を使用し、二次抗体反応には、HRP 標識抗
ラビット IgG 抗体 (Cell Signaling Technology) を用いた。GST の検出には Anti-
GST HRP Conjugate (GE health care) を使用した。 
 
統計解析 
 全てのデータは、平均値 (mean) ±標準誤差 (SD) で示した。統計解析は 2
群間の比較に t-検定を行い、P<0.05 で有意差ありとした。 
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第 3 章 
遺伝子のプロモーター配列のクローニング 
MC3T3-E1 の cDNA をテンプレートに Table 4 に示したプライマーを用いて各
Runx2 プロモーター遺伝子のプロモーター配列を増幅した。pGL3 cont-Runx2 
promoter -315 to -251 と pGL3 cont-Runx2 promoter -363 to -336 のフラグメント
は、 Table 5 に示したオリゴをアニーリングし作製した。In-Fusion® HD 
Cloning Kit (TAKARA) を利用し、 ホタルルシフェラーゼ遺伝子を有する 
pGL3 control ベクター (Promega) へ挿入した。各プロモーターフラグメント
は、XhoⅠと SmaⅠで処理した pGL3 control ベクターを用いた。In-Fusion® HD 
Cloning の反応は、製造者マニュアルに従って行った。 
クローニングしたプラスミドを、ヒートショック法にて 5-alpha Competent E. 
coli (NEB) に形質転換した。形質転換した Competent High E. coli DH5a を LB 
寒天培地 (5 g/L Bacto Yeast Extract (DIFCO)、10 g/L Bacto Tryptone (BD)、15 g/L 
Bacto Agar (BD)、10 g/L 塩化 ナトリウム、50 mg/L アンピシリン)、37℃にて
一晩培養した。寒天培地中のアンピシリンにより選択形成されたコロニーを、
185µLの LB 培地 (5 g/LBacto Yeast Extract DIFCO)、 10 g/L Bacto Tryptone 
(BD)、10 g/L 塩化ナトリウム、50 mg/L アンピシリン) に移し、37℃で一晩培
養した。培養後、45 µL の 80%グリセロール水溶液を添加し、グリセロールス
トックとして保存した。作製した全てのプラスミドは、シーケンシングを行
い、想定された DNA が挿入されたことを確認した。この実験は城西大学組換
え DNA 実験安全委員会による研究計画の審査に基づく学長の承認 (第 2018—4
号) を得て実施した。 
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Table 4 Primers used for PCR. 
 




MC3T3-E1 細胞 5×103 cells を 96 well plate (Coster) へ播種し、24 時間培養し
た。24 時間培養後の MC3T3-E1 細胞に、精製後のプラスミド DNA 0.1 µg, Myc-
Foxo1 および Flag-Foxg1 を 0.01µg、トランスフェクションした。トランスフェ
クションには Lipofectamine 2000 Regent (Thermo Fisher Scientific) を 0.2 µl 及び
α-MEM 培地 10 µl を用いた。補正用の Nano Luc®シフェラーゼ遺伝子を有す




トランスフェクションから 48 時間後の細胞を、ONE-Glo EX Regent (Promega) 
80 µl を用いて溶解した。溶解したサンプルに、Nano DLR Stop & Regent 80 µl
を加え、3 分静置後、1 秒 間ホタルルシフェラーゼ活性の測定を行った。その
後、Stop and Glo 溶液 80 µl を加え、10 分静置後、0.1 秒 Nano Luc®シフェラー
ゼ活性の測定を行った。活性測定には、Dual-Luciferase Reporter Assay System 





MC3T3-E1 を 100 mm dish に播種し、１日間培養した。その後、1 mM Pro-
Hyp もしくは PBS (-) を加えた a-MEM 培地で 48 時間培養した。培養した
MC3T3-E1 細胞を用いてクロマチン免疫沈降-定量的ポリメラーゼ連鎖反応
(ChIP-qPCR) 解析を行い、Runx2 遠位 P1 プロモーターに結合する骨芽細胞分
化転写調節因子を同定した。ChIP 実験は、MC3T3-E1 細胞を用いて、Anti-
FOXG1 抗体 (ab18259) (abcam)、RUNX2 (D1L7F) Rabbit mAb (cat. no. 12556), 
anti-Foxo1(cat. no. 2880) (Cell Signaling Technology)、Normal Rabbit IgG (#2729) 
(Cell Signaling Technology) を用いて、製造者マニュアル (Chromatin 
Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit、Millipore) に従い行った。培養した
MC3T3-E1 に 1％ホルムアルデヒドを加え 37℃で 15 分間架橋した後、細胞を
PBS (-)で洗浄し、細胞を回収した。次いで、回収した細胞を、プロテアーゼ阻
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害剤を含む SDS 溶解バッファーで溶解し、DNA を 200〜1000bp のサイズに断
片化するように超音波処理した。超音波処理した試料を、2 µg の抗ラビット
Runx2 抗体 (Cell Signaling Technology)、抗ラビット Foxo1 抗体 (Cell Signaling 
Technology)、抗ラビット Foxg1 抗体 (abcam) または抗ノーマルラビット IgG
抗体 (Cell Signaling Technology) を加え 4℃で一晩インキュベートした。抗体-
タンパク質-DNA 複合体は、ChIP グレードのタンパク質 A/G-アガロースビーズ
を混合して 4℃で 1 時間でインキュベーションすることにより濃縮した。タン
パク質に結合した DNA は、キットのマニュアルに従って精製した。免疫沈降
したゲノム DNA 断片をテンプレートに、qPCR を使用して Runx2 P1 プロモー
ター (-368 to -289 bp) の増幅量を定量化した。 
統計解析 
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